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体肿瘤的特征，文献报导可以分别诱导 TFF3 和 VEGF 的表达增多。但是，目前
关于 TFF3 和 VEGF 是否可以相互作用，缺氧如何诱导 TFF3 生成等问题，仍然
悬而未决。因此，本实验选取一种缺氧条件下特异表达的蛋白 HIF-1α、TFF3 和
VEGF 作为研究对象，使用药物 CoCl2 诱导胃癌细胞株 SGC7901 缺氧，进一步
探讨 TFF3 与 VEGF、HIF-1α之间的相互关系以及血管形成在胃癌发生发展、转
移浸润中的可能机制。 
本实验观察缺氧培养不同时间下 SGC7901 细胞株及特异性抑制 TFF3 表达
的 SGC7901-SiTFF3 细胞株中 TFF3、VEGF、HIF-1α的表达情况。RT-PCR 方法
检测 TFF3、VEGF、HIF-1α 的 mRNA 水平，Western blot、Elisa 法检测三者的
蛋白表达，免疫荧光法观察 TFF3、HIF-1α在细胞中的分布及表达。结果表明，
缺氧培养下，SGC7901 细胞株 TFF3、VEGF、 HIF-1α的 mRNA 水平，VEGF、 
HIF-1α 的蛋白表达均较常氧明显升高；缺氧状态下，表达 TFF3、HIF-1α 的
SGC7901 细胞显著增多；缺氧培养下，SGC7901-SiTFF3 细胞株中 VEGF、HIF-1α
的表达量较 SGC7901 细胞株显著下调。 
由上述结果，我们发现，缺氧可以诱导 TFF3、VEGF、HIF-1α 表达增高，
而且 VEGF、HIF-1α的表达上调是通过 TFF3 诱导产生的。这些结论第一次提出
TFF3与HIF-1α之间的协同关系，证明了TFF3和VEGF存在相互作用，提示TFF3




















Growth of solid tumors, including gastric cancer, and the formation of metastasis 
depend on the induction of new blood vessels; in tumors, angiogenesis is uncontrolled 
and immature. This is a complicated process and depending on a great variety of 
angiogenic factors, among them, the vascular endothelial growth factor (VEGF) is one 
of the most important factors. Recent studies have suggested a causal link between 
TFF3 and the occurrence of new blood vessels. Hypoxia has been reported to increase 
TFF3 and VEGF expression, which induced the HIF-1α stabilization. Considering the 
same angiogenic effect of VEGF and TFF3 on cancer progression, we investigated the 
possible link among HIF-1α, VEGF and TFF3 in gastric cancer cells. To date, few 
studies have addressed about their relationship, so our study intend to investigate the 
possible mechanisms of TFF3, HIF-1α and VEGF and better understand the molecular 
mechanisms of angiogenesis underlying the pathophysiological responses to hypoxia. 
The hypoxia culture model of gastric cancer cell line SGC7901 induced by 
CoCl2 established. The gene productions of TFF3, VEGF, HIF-1α were observed at 
different hypoxia culture phase between SGC7901 and SGC7901-Si TFF3 cells. The 
mRNA expression of TFF3, VEGF, HIF-1α were shown by RT-PCR, and the protein 
of HIF-1α and VEGF were tested using Western Blot and Elisa analysis. The 
distribution of TFF3, HIF-1α were analysized with immunofluorescence in SGC7901 
by hypoxia.In the present study, hypoxia (200 μM of CoCl2) significantly induced 
mRNA for TFF3, VEGF, HIF-1α and peptides expression for VEGF and HIF-1α in 
SGC7901cells, an effect mediated by TFF3, as transfection of TFF3 SiRNA reduced 
the effect of hypoxia. And the number of SGC7901 cells which expressed TFF3 and 
HIF-1α were significantly increased by hypoxia. 
In summary, hypoxia increased the TFF3, VEGF, HIF-1α expressions in gastric 
cancer SGC7901 cell, and induction of VEGF, HIF-1α mRNA and protein expression 
induced by hypoxia via TFF3-mediated manner. Our data firstly showed the TFF3 
mediated regulation of VEGF induced directly or indirectly by hypoxia, and proposed 
the synergy between TFF3 and HIF-1α. TFF3 might be applied as an anti-angiogenic 
target for treatment of a broad spectrum of cancers. 
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三叶因子（trefoil peptides）是由 Thim 于 1982 年发现的一类富含半胱氨酸
的小分子多肽，因其带有三对二硫键，呈“三叶草”状结构而得名。迄今为止，
哺乳动物中发现三种三叶因子，分别为三叶因子 1（trefoil factor family 1，
PS2/TFF1），三叶因子 2（trefoil factor family 2，SP/TFF2）和三叶因子 3（trefoil 
factor family 3，ITF/TFF3）。三者均有人类同源染色体，基因定位于 21q22. 3 ， 
成簇分布，排列情况如图 1。TFF3 基因约有 250bp[1]。人 TFF3 5’区有 60bp 的保
守序列，可能是其表达调控的重要区域[2]。 
 
图 1  TFFs 基因结构 
TFF3 生理状况下特异地表达于全小肠和大肠杯状细胞中，故又命名为肠三
叶因子（ITF）[3]。TFF3 通过与粘液糖蛋白 MUCSAC， MUC6， MUC 的相互
作用或交联(cross-linking) ，形成粘弹性的粘液凝胶层， 在胃肠粘膜屏障的保护、
溃疡修复过程起重要作用[4]。当胃粘膜发生癌变时，TFF3 表达分布异常。Leung 
WK 研究发现 TFF3 在正常肠道表达，胃中有 25%的肠化生非癌组织表达 TFF3，
而 62%的胃癌组织及 24%的邻近组织有 TFF3 的表达[5]，并且 TFF3 的表达与患
者的预后密切相关[6]，其 RNA 及其蛋白的表达与结肠腺癌的 Duke 分期呈负相关
而与肿瘤细胞分化状态呈正相关[7]，其在胃粘膜发生肠化、不典型增生到胃癌的
发展过程中表达逐步增高[8]。研究表明 TFF3 可以诱导 HT29 细胞的 β-连结素
(β-catenin) 和 EGF 受体的酪氨酸磷酸化，导致细胞间粘连的破坏， 细胞间失去
粘连将使上皮细胞互相离移，从而增加 HT29 结肠癌细胞系细胞迁移力。表明
TFF3 与细胞迁移机制有关[9]。Chan VY 等[10]研究发现，在胃癌组织中 TFF3 过













第一章  前言 
2 
 
连蛋白和 TIMP-1 的表达。而且在 TFF3 调节 HT29 细胞的侵袭和转移过程中，
可能有 PI3-K 激酶的参与。通过 PI3-K 的作用而增加 TFF3 的表达，并进一步调








构，提示其为一促血管生成因子，且 COX-2 抑制剂、EGF-R 络氨酸激酶抑制剂
可阻断 TFF3 的促血管生成效应[15]。而 COX-2，EGF-R 可以诱导 VEGF 的表达
促进肿瘤新生血管的形成[16]，因此推测 TFF3 可能与 VEGF 相互作用，通过
COX-2，EGF-R 共同通路，诱导血管生成，进而促进肿瘤的浸润、转移。 
缺氧诱导因子 1（HIF-1）是一种含有 PAS(per-AhR/ARNT-Sim)同源区的
bHLH (basic helix-loop-helix) 转录因子家族成员，由 120KD HIF-1α和 91~94KD 
HIF-1β两个亚基组成。两个亚基末端都有 bHLH /PAS 结构区，通过此结构聚合
发生生理功用[17]。HIF-1α表达呈氧负依赖性，且仅在缺氧细胞的细胞核中表达。
细胞缺氧时 HIF-1β 从胞质转移到细胞核，同时 HIF-1α 在核中表达显著增加，
并与 HIF-1β形成二聚体[18]。研究发现，细胞膜上的血红素蛋白可能是细胞感应
低氧紧张度的氧分子感受器，而氧分子又以活性氧的形式调控 HIF-1 的表达 [19]。
缺氧条件下，氧分子感受器将信号传递人胞 ，线粒体电子传递复合物 III 合成过
氧化物，该过氧化物通过阴离子通道进人胞质并转化为过氧化氢，过氧化氢诱导






















境中，缺氧是 VEGF 的主要诱导因素，并且可以增强其转录水平和 mRNA 水平
[22]，且缺氧条件下 VEGF 表达增高主要是通过 HIF-1α途径实现[23]。VEGF 基因
转录起始点上游大约 1kb 的 5’端有一长 28bp 的缺氧反应元件 HRE， 由 HIF-1
结合位点和上游激活蛋白 AP1 构成，其中 HIF-1 结合位点序列为
5’-TACGTGGG-3’和 5’-CACAG-3’[24]。低氧环境中，细胞核中的 HIF-1 被
p42/p44MAPK 直接磷酸化而活化，与 HRE 结合， 导致 VEGF 基因活化， 诱导
VEGF 转录水平的提高。此外， HIF-1 还可通过增强 VEGF mRNA 的稳定性提
高 VEGF 的表达[25]。 
研究证实，结肠上皮细胞系 Caco-2 中缺氧环境可诱导 TFF3 mRNA 及其蛋






免疫荧光、酶联免疫吸附剂测定（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）、





失活，抑制细胞氧化反应，达到模拟细胞缺氧的目的。HIF-α 蛋白有近 200 氨
基酸序列被称作氧依赖性降解区域（oxygen dependent degradation domain，
ODD），常氧下 ODD 中一些脯氨酸残基被脯氨酸羟化酶（prolyl hydroxylases，
PHD）羟化，随后经抑癌基因 von Hippel-Lindau 产物（von Hippel -Lindau protein）
pVHL 特异性识别并通过泛素化途径降解[29]。由于二价钴离子可通过置换 PHD 
辅助因子二价铁离子阻止 HIF-α 被羟基化，同时能影响 pVHL 结合 HIF-α 









































2.1  研究对象 
胃癌细胞SGC-7901细胞株，特异性抑制TFF3表达的SGC7901-SiTFF3细胞株
（本实验室留存） 
2.2  主要仪器 
生物安全柜 Forma class 2 A2 美国 Thermo 公司 
CO2 细胞培养箱 Forma Series2 HEPE 
class 2 
美国 Thermo 公司 
倒置相差（荧光）显微镜 DMIL 德国 Leica 公司 
细胞计数板              南京裕安仪器有限公司 
低速离心机 L420 湖南湘仪公司 
低温高速离心机 5804R 美国 Eppendorff 公司 
PH 分析仪              ADWA  AD8000  上海拿华电子科技有限公司 
酶标仪 Model 680 美国 Biorad 公司 
-80℃超低温冰箱 Forma 700 series 美国 Thermo 公司 
细胞培养皿/瓶 Corning 美国 Corning 公司 
紫外分光光度计    Eppendorf  
Biophometer 
德国 Eppendorf 公司 
蛋白质电泳仪 Mini Protean 3 cell 美国 Biorad 公司 
凝胶分析系统 GAS7100X   美国 
PCR 仪 Gene Amp2700 美国 Applied Biosystems 公司
水平凝胶电泳仪 DYC-31D 北京六一仪器厂 
转印电泳仪 DYCZ-40B 北京六一仪器厂 
荧光定量 PCR 仪 ABI Prism 7500 美国 Applied Biosystems 公司
电子天平 Mettler-toledo PL203  瑞士 
蛋白转移装置  美国 Biorad 公司 
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磁力搅拌器  华美生化仪器厂 
脱色摇床  兴化仪器厂 
扫描仪  上海天能仪器有限公司 
液氮罐 YDS-3 中国四川省乐山市东亚机电
工贸有限公司 
净化工作台 SW-CJ-1FD 苏州安泰空气技术有限公司 
2.3  主要试剂及配方  
RPMI-1640 美国 Hyclone 公司 
胎牛血清 美国 GIBCO 公司 
0.25%胰酶 美国 GIBCO 公司 
100×双抗 美国 Hyclone 公司 




TFF3 单克隆抗体 美国 Santa Cruz 公司 
HIF-1α单克隆抗体 美国 BD 公司 
β-actin 抗体 美国 Santa Cruz 公司 
Goat Anti-Mouse IgG 美国 Jacksonimmuno 公司 
Goat Anti-Rabbit IgG 美国 Jacksonimmuno 公司 
VEGF Elisa 试剂盒 英国 R&D 公司 
RNA 逆转录试剂盒 美国 Fermentas 公司 
Trizol 美国 GIBCO 公司 
SYBR greenPCR master mix 美国 Applied Biosystems 公
司 




















2.2μm 孔径 PVDF 膜 美国 Amersham 公司 
预染蛋白 maker 上海生工生物有限公司 
Tris-base 美国 Amersco 公司 
丙烯酰胺 美国 Amersco 公司 
亚甲基双丙烯酰胺 美国 Amersco 公司 
十二烷基磺酸钠 美国 Amersco 公司 
甘氨酸 美国 Amersco 公司 
过硫酸铵 美国 Amersco 公司 
20%吐温 上海生工生物有限公司 
琼脂糖 大连 TaKaRa 公司 
Taq DNA 聚合酶 大连 TaKaRa 公司 
600bp DNA Ladder 大连 TaKaRa 公司 






PBS：800mL 蒸馏水中溶解 8g NaCl、0.2g KCl、1.44g Na2HPO4 和 0.24g 
KH2PO4，用 HCl 调节溶液的 pH 值至 7.4 加水定容至 1L。 
PBST：800mL 蒸馏水中溶解 8g NaCl、0.2g KCl、1.44g Na2HPO4 和 0.24g 
KH2PO4，2mL  tween-20，调整 PH 至 7.2。 
细胞培养液：将-20℃冻存的胎牛血清置于 4℃冰箱内解冻，然后于 56℃水
浴中灭活 30min，按 10%比例加入 RPMI-1640，然后加入青霉素 100U/mL，链霉
素 100U/mL。 
细胞冻存液：RPMI-1640、胎牛血清、二甲基亚砜，以 7：2：1 的比例混 
匀，冻存备用。 
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A 液： 0.2mol/L 磷酸二氢钠水溶液 ，NaH2PO4 · H2O  27.6g， 溶于蒸馏
水中，最后补加蒸馏水至 1000mL 。 
B 液 ： 0.2mol/L 磷 酸 氢 二 钠 水 溶 液 ， Na2HPO4.7H2O  3.6g （ 或 
Na2HPO4·12H2O 71.6g， 或 Na2HPO4 · 2H2O 35.6g ），加蒸馏水溶解，最后加水
至 1000mL。若再加蒸馏水至 200mL 则成为 0.1mol/L PB。 
4%多聚甲醛磷酸缓冲液：称取 40g 多聚甲醛，置于三角烧瓶中，加入 500～
800mL 0.1mol/L 磷酸缓冲液，加热至 60℃左右，持续搅拌使粉末完全溶解，通
常需滴加少许 NaOH 溶液才能使溶液清亮，最后补足 0.1mol/L 的磷酸缓冲液于
1000mL，充分混匀。 
10％中性甲醛：称取 1g 中性甲醛粉末，加入 10mL 的三蒸水中，密封， 60
℃水浴中过夜才能溶解。配好的溶液 1 个星期内有效，4℃保存。 
0.5mmol/L PH8.0 EDTA 溶液：将 37.2g EDTA-Na 加入 160mL 蒸馏水中，搅
拌器上剧烈搅拌，NaOH 调节溶液 PH 值至 8.0(约需 4g NaOH)，蒸馏水定容至
200mL ，高温高压蒸汽灭菌，室温保存。 
50×TAE 缓冲液：800mL 蒸馏水中溶解 242g Tris 碱，加入 57.1 mL 无水乙
酸和 200 mL 0.5M EDTA（PH8.0）溶液，蒸馏水定容至 1000mL。 
琼脂糖溶液（1.0%）：1×TAE 缓冲液 100mL 溶解 1.0g 琼脂糖， 微波炉煮
至沸腾使琼脂糖全部溶解。 
30% 丙烯酰胺：称丙烯酰胺 30g，甲叉双丙烯酰胺（Bis）0.8g，加蒸馏水
至 100mL，过滤后置棕色瓶中，4℃贮存可用 1-2 月。 
1.5mol/L pH8.8 Tris-HCl 缓冲液：称取 Tris18.2g，加入 50mL 水，用 1mol/L
盐酸调 pH8.8， 最后用蒸馏水定容至 100mL。 
    1.0mol/L pH6.8 Tris-HCl 缓冲液：称取 Tris12.1g，加入 50mL 水，用 1mol/L
盐酸调 pH6.8， 最后用蒸馏水定容至 100mL。 
10％过硫酸胺（AP）：过硫酸胺 0.1g ，超纯水 1.0mL，溶解后，4℃保存，
保存时间为 1 周。 
还原型 5×SDS 上样缓冲液：0.5 mol/L Tris·HCl（pH6.8）2.5mL，二硫叔糖
（DTT，MW154.5）0.39g，SDS 0.5g，溴酚蓝 0.025g，甘油 2.5mL，混匀后，
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